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"Nouveaux derives de tetrasaccharides et leur proparaUrn' 

L invention a pour objet de nouveaux derives 
de tetrasaccharides et leur preparation. 

Elle concerne plus particulierement des 
tetrasaccharides formes d'un enchalnement de motifs 
a structure acide glucuroniq.ue/ D-glucosamine, acide 
L-iduronique et D-glucosamine^ de formule 



dans laquelle : 

lO " R 4' R 5 jR 6 et R io re P r ^ sentent un atome d*hydrogene, un 

groupe sulfate, ou un groupe protecteur, 1 *un au moins 

de ces radicaux representant alors dans ce dernier cas 
un atome d'hydrogene ou un groupe sulfate, 

— R l' R 2' R 3 ' R 7 ' R g et R g representent un atome d’hy- 
15 drogene ou un groupement protecteur, 

- los substituants R. irtoptiqros ou diff^ ron t c roprescn- 
tent un groupe alcoyle, en particulier renfermant 1 a 3 
atomes de carbone, de preference un groupe methyle, ou 
un cation metallique, notamment le sodium, ou encore un 
cation organiqu e/ tel qu'un derive de base organique azotee, 

- Z represente un precurseur d’un groupement fonctionnel 

azote ou ce groupement azote lui-meme, en particulier un 

groupe azide, un groupement amine,eventuellement substitue, 
ou un groupe -NHSO- . 

25 Une f amille preferee de tetrasaccharides de 1'inven¬ 

tion renferme avantageusement deux motifs D-glucosamine com- 
portant un groupe N-sulfate en position 2. 

Des tetrasaccharides de ce type sont,en outre,avan— 
tageusement substitues en position 6 par un groupe -O sulfate. 

Dans d autre tetrasaccharides preferes,represente 
un groupe sulfate,cette disposition pouvant avantageuse— 



E 


30 


ment s'ajouter a celles qui precedent. 

Dans une autre famille preferee, les tetra- 
saccharides ci-dessus renferment en outre un motif 

acide L-iduronique comportant un groupe O-sulfate 
en position 2. 

Les positions restantes de ces tetrasaccharideE 
sont libres ou protegees par des groupements de bloquage 

selon 1'application envisagde pour ces produits. 

D une maniere avantageuse, ces tetrasaccha- 
rides correspondent a des sequences de fraction ou 
fragments de chames d' heparine douees d 1 une activite 
anticoagulante specifique elevee (mesuree selon 

la methode de Yin-Wessler decrite dans J.Lab.Clin.Med. 

1976, 81,_ 298-300 ) ^ „ , 

. tandis que leur activite 

anticoagu1ante globale (exprimee par le titre USP, 
mesure selon la methode decrite dans "Pharmacopea of the 

° £ A,rerica "PP 229-230)est plus faible que celle de 
Ces tetrasaccharides sont done avantageusement 
utilisables comme substances de reference pour des etu¬ 
des de structure. 

Us constituent egalement des produits inter— 
mediaires de grand interet en synthese osidique, plus 
specialement pour la synthese'd' oligosaccharides cons- 

chaines d'heparine ou d ' heparan _sul fa t^ . 
Conformement a 1'invention, le ou les groupes 
-O-sulfate des motifs constitutifs des tetrasaccharides 
sont obtenus a partir de groupements —O—acetyle(-0-COCH ) 
Dans une premiere etape, on procede a 1'elimination 
partielle de groupes -O-acetyle, par exemple a 1-aide 
de carbonate de potassium dans du methanol, ou a une 
elimination complete de tous les groupements -O- 
acetyle du tetrasaccharide a l’aide, par exemple, de 
soude. Les groupes -OH ainsi liberes sont alors 
soumis a un traitement de sulfatation. A cet effet, 


3 

on utilise, par exempie, un complexe de tetramethyl- 
amine /SO^. 

Les groupes -N-sulfate sont avantageusement 
obtenus par sulfatation de groupes amine. 

Comme pr-oduit de depart, on met avantageusement 
en oeuvre un t etrasaccharide , tel qu'obenu selon le pro- 
cede decrit dans la demando de brevet- _ ~ - 

FR 82 02526 du 16 fevrier 1982 au nom de la Demanderesee. 
Dans ce tetrasaccharide, les groupes de bloquage sont 
convenablement choisis selon le type de substitution 
souhaite dans le produit final. 

Ainsi, on a plus specialement recours a un 
tetrasaccharide comportant des groupes -OCOCH sur les 

positions a sulfater et des groupes de bloquage inertes 
vis-a-vis de la reaction de desacetylation et de sulfa- 
tation et compatibles entre eux pour les autres positions. 

Les produits intermediaires mis en oeuvre dans 
le procede evoque ci-dessus sont nouveaux et, en tant que 
tels, entrant egalement dans le cadre de 1'invention. 

m 1 ^ * 

D'autres baracteristiques et avantages de 
1'invention apparaltront dans les exemples qui 
suivent relatifs a la synthese de tet rasaccharides de 
1’invention. Le schema de synthese est represente sur la 
figure.Les composes y sont designes par les memes 
numeros que dans les exemples.Les symboles utilises dans 

la description et la figure ont. les significatio.:c 
suivantes : 


Ac 

ido 

TKA 


acetyle, Me : methyle. Bn : benzyle, S : SO. , 

■— -» 

motif iduronique. gluco : motif glucosamine, 

: trimethylamine, a : benzyloxycarbonyle. 


EXEMPLE 1 - Synthese du tetrasaccharide 2 - 


Une solution de tetrasaccharide 1 (28mg) dans 

le methanol anhydre (3ml) est refroidie a -15°C sous 

i 

atmosphere d'argon sec. Du carbonate de potassium 
anhydre (12 mg) est ajoute et le melange est agite 
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6 heures dans ces conditions. Les solides sont alors 
essores, le filtrat est evapore et. le residu est repris 
avec du chloroforme (15 ml). La phase organique est 
lavee avec une solution aqueuse satur^e de chlorure de 
sodium, avec de 1'eau,sechee (sulfate de sodium), fil- 
tree et evaporee. 

Le residu est chromatographie sur une colonne 
de gel de silice (2 g). L'elution par le melange 
acetate d'ethyle/hexane (3:2,v/v) donne le tetrasac- 

charide 2 sous forme d'un verre incolore (22mg, 85%) . 

Spectre RMN (270 MHz,CDCl 3 ) 7,30 (m, 35H, 7 Ph) ; 

5,37 (d, 1H. H , J ", " : 3.5 Hz) ; 

5,29 (d. de d., 1H, h", J ", " *. 10 Hz, J ", " : 8,5Hz) 

^ J / J J 

5,09 (d, 1H, H , J : 3,5 Hz) ; 

1 1 / ^ 

3,57 (s,3H, COOMe ido) ; 

3,43 (s, 3H, COOMe gluco) ; 2,06 (s, 3H,OAc). 

f 

Ce compose 2.« qui est un d erive mono-O-acetyle (en posi¬ 
tion 3 sur le 2eme motif) du tetrasaccharide 6^, 
est un intermediaire potentiel pour la synthese d'un 
analogue de ce tetrasaccharide qui ne serait pas sul¬ 
fate sur la position 3 du deuxieme motif. 

EXEMPLE 2 - Synthese du tetrasaccharide 3 - 


Une solution du tetrasaccharide X (40 mg) dans 
un melange de 1,2-dimethoxyethane (3 ml) et de methanol 
(lml) est refroidie a —15°C. Une solution aqueuse 
M de soude (1 ml) est ajoutee goutte a goutte en 10 mn.. 
et le melange reactionnel est agite 5 heures a 0°C. De 
l'acide chlorhydrique M est alors ajoute goutte a 
goutte jusqu'a pH = O et le melange est verse dans de 
1'eau glacee (50 ml). Apres extraction avec du chloro¬ 
forme (5 fois 5 ml), les phases organiques sont lavees 
avec del'eau, eechees (sulfate de sodium) filtrees et 
evaporees. i 
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Le residu est dissous dans du methanol (1 ml) 
traite par une solution etheree de diazomethane jusqu 
psrsistance de la coloration jaune. Apres 30 mn, le 
melange reactionnel est evapore a sec. Le residu 
est chromatographie sur une colonne de gel de silice 
(3 g). L'elution par le melange acetate d'ethyle/ 
hexane (2:1, v/v) donne le t^trasaccharide .3 (27 mg, 

75*) ; P.F 126-127°C (ethanol) ; = + 55° 

(cl,chloroforme). 



Spectre RMN (90 MHz, CDCl^) : absence totale de 
signaux OAc(vers - =2) . 

Analyse elementaire : conforme avec la structure 
recherchee. 

EXEMPLE 3 : Synthese du tetrasaccharide 4_. 

A une solution du derive 3. (2 A mg) dans le DMF (1 ml-) , 
on ajoute.le complexe TMA/SO, (24 mg). Apres une nuit 
a 50°C,, la reaction de sulfatation est complete. 


Du methanol (0,5 ml) est ajoute au melange reactionnel 
puis celui-ci est depose sur une colonne de Sephadex LH- 
20 equilibree en chloroforme methanol (1:1, v/v). Les 
fractions-contenant 4_ sont regroupees. Apres evapora¬ 
tion a sec, le residu est chromatographie sur gel de sili 
ce (lO g) dans le melange acetate d 1 ethyle/pyridine/acide 
acetique/eau (160:77:19:42 ; v/v/v/v). Les fractions 

pures sont regroupees. Apres concentration a sec, le 
residu est passe au travers d'une colonne Dowex 50W x 4, 
Na + eluee avec de l'eau. Le produit obtenu (30 mg) est 
homogene en chromatographie sur couche mince dans le 
solvant ci-dessus. Son spectre RMN confirme la structure. 
/’ v j7 2 ° = + 39° (1, methanol) . 

EXEMPLE - Synthese du tetrasaccharide 5 - 

Une solution du derive 4. (lO mg) dans un 
melange de methanol (1,8 ml) et d'eau (0,2 ml) est 
agitee sous une pression d'hydrogene de 0,2 bar en 
presence de Pd/C a 5% (lO mg). Apres.96 heures, le cata- 
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lyseur est elimine par filtration. L 1 analyst en ultra 
violet confirme 1'absence de noyaux aromatiques* Apr 0 s 
evaporation, le derive ,5 est utilise tel quel pour la 
preparation du derive J5. 

EXEMPLE 5 - Synthese du tetrasaccharide - 

* 

Le derive .5 obtenu a I'etape precedente, 
est dissous dans 1 1 eau (2 nil). Le pH de cette solution 
est a juste a 9,5 ; il est maintenu a cette valeur pendant 

toute la duree de la sul fa tation. Le complexe TMA/SO^ 

(14 mg) est ajoute. Une deuxieme addition est faite apres 
24 heures (14 mg) Apres 48 heures, le pH est amend a 12, 
puis a 7, deux heures plus tard. Le melange reactionnel 
est alors chromatographie sur une colonne de Sephadex 
G-25 (50 ml). Les fractions contenant le derive 6. 

(detection par reaction coloree des acides uroniques) 

t 

sont regroupees, passees au travers d'une colonne de 
resine Dowex 50 W x 4 Na + puis lyophilisees. 

On obtient ainsi le te trasacchar ide 6. (2 mg) . 

L-' analyse colorimetrique des constituants 
du derive 6 donne 1,84 moles de glucosamine pour 
2,06 moles d'acides uroniques. 

La structure du derive .6 (sequence, anomerie, 

position desgroupes sulfates) est confirme par le spec¬ 
tre RMN (270 MHz, TMS) :£ pour les protons anomeres 

respectivement des ler. 2*eme, 3eme et 4eme motifs . 

4,7 2 ; 5.30 ; 5,5 5 ; et 5,67. 
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REVENDICATION' 


Tetrasaccharides formes d 1 un enchainement de 
motif a structure acide glucuronique D-glucosamine, 
acide L-iduronique et D-glucosamine, caracterises en ce 
qu'ils repondent a la formule. : 



dans laquelle : 

“ R iq re P r ^sentent un atome d ' hydrogene, un 

groupe sulfate, ou un groupe protecteur, 1 1 un au moans 
de ces radicaux representant alors dans ce dernier cas 
un atome d'hydrogene ou un groupe sulfate, 

- R 2 , R . R 7 , R q et R^ representent un atome d ' hy¬ 

drogene ou un groupement protecteur, 

-lgs substi tuar.ts R, identiques ou diff®rr»nts roprpsen- 

tent un groupe alcoyle, en particulier renfermant 1 a 3 

atomes de carbone, de preference un groupe methyle, ou 

un cation metallique, notamment le sodium, ou encore un 

cation organique tel qu'un derive de base organique azotee. 

Z represente un precurseur d'un groupement fonctionnel 

azote ou ce groupement azote lui-meme, en particulier un 

groupe azide, un groupement amine,eventuellement substitue, 
ou un groupe -NHSO- . 












